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Pharmazeutische Zubereitung enthaltend einen Antikdrper gegen den 

EGF-Rezeptor 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine stabile pharmazeutisclie Zubereitung 
enthaltend einen Antikdrper, der gegen den Rezeptor des epidemialen 
Wachstumsfaktors (EGFR) gerichtet ist, deren Herstellung und deren 
Verwendung. 

In verschiedenen in vitro und in vivo Studien konnte gezeigt werden, dass 
die Blockade des EGFR durch Antikdrper auf unterscliiedlichen Ebenen 
gegen Tumore wirkt, beispielsweise durch Hemmung der 
Krebszellproliferation, Verringerung der tumorvemnlttelten Angiogenese, 
Induktion der Krebszellapoptose und Verstarkung der toxischen Wirkungen 
der Strahlentherapie und der herkommlichen Chemotherapie. 

MAB c225 (INN: Cetuximab) ist ein klinisch erprobter Antikdrper, der an 
den EGF-Rezeptor bindet. Cetuximab ist ein chimarer Antikdrper, dessen 
variable Regionen murinen und dessen konstante Regionen humanen 
Ursprungs sind. Cetuximab wurde erstmals von Naramura et al., Cancer 
Immunol Immunotherapy 1993, 37: 343-349 sowie in WO 96/40210 Al 
beschrieben. 

MAB 425 ist ein ursprQnglich muriner Antikdrper, der gegen den auf Tumor- 
Zellen, insbesondere auf A431 Carcinoma-Zellen, Qberexprimierten EGFR 
gerichtet ist. Seine humanisierleri und chimaren Formen sind z.B. aus EP 0 
531 472 Al; Kettleborough etal., Protein Engineering 1991, 4: 773-783; 
Bier etal. , Cancer Chemother Phamriacol 2001, 47: 519-524; Bier etal., 
Cancer Immunol Immunother 1998, 46: 167-173 bekannt. EMD 72000 
(h425) ist eine in der klinischen Phase l/ll befindliche Form von MAB 425, 
dessen konstanter Bereich sich aus einer k und einer humanen y-1-Kette 
zusammen setzt. 
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Humane anti-EGFR-Antikorper konnen nach der XenoMouse-Technologie 
bereitgestellt werden. wie beschrieben in WO 91/10741 A1, WO 94/02602 
A1 , WO 96/33735 A1. Ein gemaS dieser Technologie hergestellter 
spezieller In der klinischen Erprobung befindlicher Antikorper ist ABX-EGF 
(Abgenix, Crit Rev Oncol Hematol 2001, 38: 17-23; Cancer Research 1999, 
59: 1236-43). 

Weitere gegen den EGFR gerichtete Antikdrper sind z.B. beschrieben in 
EP 0 586 002 B1 sowie in J Natl Cancer Inst 1993, 85: 27-33 (IVIAB 528). 

WIe andere Antikfirper werden auch die anti-EGFR-AntikOrper zur 
therapeutischen Anwendung parenteral als Losung appliziert. Ein . 
besonderes Problem von Losungen mit diesen Antikorpern ist deren 
Neigung zur Aggregation und zur Bildung von Proteinmultimeren. Inn Falls 
reduzierbarer Multlmere kann dies auf nicht beabsichtigte intermolekulare 
Disulfldbruckenbildung durch eine Interaktion zwischen sich annShernden 
MolekQiteiien zurQckgefQhrt werden. Auch kommen hydrophobe 
Wechselwirkungen und die damit verbundene Bildung nichtreduzierbarer 
Multlmere In Betracht Weiterhin kommt es zu Deamidierungsreaktionen, 
die nachfolgend zu Proteinabbaureaktionen fOhren. Die beschriebenen 
Denaturierungsreaktionen treten besonders bei Lagerung be! erhdhter 
Temperatur auf oder bei Scherbeanspruchung, wie sie beispielweise beim 
Transport auftritt, 

Infolge der genannten Aggregationsneigung kommt es bei Lagerung von 
AntikSrperlosungen zu Produktausfallungen, so dass eine reproduzierbare 
Entnahme aus dem die Losung enthaltenden Behaltnis in Frage gestellt ist. 
HInzu kommt, dass es bei parenteraler Applikation partikelhaltiger Losung 
zu Embollen kommen kann. Dies hat zur Folge, dass die Verabreichung 
der anti-EGFR-Antikdrper in der jeweils erforderlichQn Dosis mittels 
Antikdrper-Ldsungen an den Patienten nicht immer reproduzierbar 
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gewahrleistet ist und die Applikation nicht mit der erforderlicheh Sicherheit 
erfolgen kann. 

Durch Filtration vor Injektion kSnnen die Aggregate zwar zurOckgelialten 
werden. Dieses Verfaliren beiniiaitet aber einen zusdtzlichen Scliritt und ist 
daher aufwendig und fQr die klinische Praxis wenig geeignet. Auch verbleibt 
das Problem der Dosisreproduzierbarkeit ungeldst. da jeweils ein 
unbekannter Anteil an Antikdrpem aus der Ldsung abgetrennt wird und 
Partikelblldung nach Filtration welterhin ein Sicherheltsrisiko darstellt. 

Ein gebrduchliches Verfaliren zur Stabilisierung von monokionaien 
AntlkOrpern ist die Gefriertrocknung von Ldsungen, die Antik5rper sowie 
Hilfsstoffe entlialten. Lyophilisation ist jedocli sehr zeit- und 
energieaufwendig und damit teuer. Aucli muss das Lyopliilisat vor 
Verabreiciiung erst rekonstituiert werden. 

EP 0 073 371 besclirelbt intravenos verabreichbare Zubereitungen mit 
Immungiobulinen, die zur Stabilisierung einen pH-Wert von 3,5 bis 5,0 
aulwelsen. Derart niedrige pH-Werte fQiiren aber zu unenA^Qnschten 
Unvertraglichkeitsreaktionen an der Injektionsstelle. 

US 6,171,586 B1 offenbart die VenA^endung von einem Acetatpuffer pH 
4,48 bis 5,5, einem Surfactant und einem Polyol in einer wassrigen 
Formulierung von Antikorpern, wobei NaCI zur Isotonlsierung 
ausgeschlossen ist. Aufgrund der fehlenden Isotonisierung kann es 
ebenfalls zu UnvertrSglichkeitsreaktionen an der Injektionsstelle kommen. 

Als Beispiele weiterer Formulierungen mit speziellen Antikorpern seien an 
dieser Stelle EP 0 280 358, EP 0 170 983 und US 5.945.098 genannt. 
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Hiervon beschreibt EP 0 280 358 den Zusatz von Dextran zu einer 
Antikorperlosung zur Stabilisierung gegen bestimmte Hormone, wobei eine 
Stabilitat uber neun Monate erreicht wurde. 

EP 0 170 983 beschreibt die Stabilisierung eines thermolabilen 
monoklonalen Antikorpers durch Erhrtzen zusamnnen mit hydrolysiertem 
Ovalbumin, wodurch der Antlkorper nach 7 Tagen Lagerung bei 45**C noch 
stabil war. Der Zusatz von Proteinen anderer Species zu verabrelchbaren 
Formulierungen, die zur parenteralen Verabreichung vorgesehen sind, sind 
aufgrund der hiermit verbundenen Problematik, insbesondere deren 
m5glichen Antigenitat, aber unenA^Qnscht. 

US 5,945,098 offenbart die VenA/endung von Glycin, Polysorbat 80 und 
Polyethylenglycol zur Stabilisierung einer wassrigen Formulierung von 
Immunglobulin G. 

DE 10133394 A1 offenbart die Ven/vendung eines Pliosphatpuffers im 
Bereich von pH 6 bis pH 8 und einem Polyoxyethylensorbitan- 
FettsSureester zur Stabilisierung einer wdssrigen Losung des Antikorpers 
Cetuximab. Obwohl die Bildung sichtbarer Aggregate hierdurch deutlich 
reduziert 1st, wird die chemlsche Stabilitat, insbesondere unter 
Stressbedingungen, deutlich beelntrdchtlgt. Femer zeigt die Formulierung 
keine Stabilitat gegen (extremen) themiischen Stress, z.B. 
Langzeitlagerung bei 40*^0. 

Es war Aufgabe der Erfindung speziell fur die gegen den EGFR gerichtete 
Antikorper eine zur parenteralen Verabreichung geeignete wassrige 
Formulierung zu fmden, die gut vertraglich ist und bei Lagerung bei 
Raumtemperatur Qber mindestens 24 Monate stabil ist. Die Lagerstabilitat 
sollte auch durch beim Transport einwirkenden ScherkrSften und bei 
veranderten Kllmabedlngungen, insbesondere bei erhahter Temperatur 
und Luftfeuchtigkeit, erhalten bleiben. Weiterhin sollte die Fonnulierung 
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einfach aufgebaut sein und keine aus toxikologischer Sicht bedenklichen 
Hilfsstoffe enthalten. 

Oberraschenderweise konnte eine diesen Anforderungen entsprechende 
Formullerung mit einer Losung gefunden werden, die neben einem gegen 
den epidermalen Wachstumsfaktor gerichteten Antikorper (antl-EGFR- 
Antikorper) einen Puffer, elne AminosSure und ein Tensid enhalt. 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher eine wassrige 
phamiazeutische Zubereitung, die neben einem antl-EGFR-AntikOrper 
einen Puffer, eine Aminosaure sowie ein Tensid enhdit. 

Eine wassrige Zubereitung im Sinne der Erfindung liegt vor. wenn 
zumindest einen Teil des enthaltenen Losungsmittels aus Wasser besteht. 
Als weitere Losungsmittelbestandteile konnen alle Losungsmittel enthalten 
sein, die fUr die parenterale Anwendung geeignet sind, insbesondere 
Alkohole wie z. B. Etiianol, Propanol, Propandiol Oder Glycerol. Bevorzugt 
enthalt die wassrige Zubereitung als Lfisungsmittel Wasser Oder Ethanol- 
Wasser-Gemische, besonders bevorzugt besteht das LOsungsmittel aus 
Wasser. 

Als Antikdrper enthalten sein kann jeder anti-EGFR-Antikdrper, 
insbesondere die eingangs genannten murinen, humanisierten und 
chimdren Antikflrper sowie die mittels der genannten XenoMouse- 
Technologie hergestellten und herstellbaren humanen anti-EGFR- 
Antikorper. Bevorzugt ist der anti-EGFR-Antikorper Cetuximab oder EMD 
72000 bzw. eines der diesen entsprechenden murinen, humanisierten oder 
chimaren Antikorperanaloga. Besonders bevorzugt sind wassrige 
Zubereitungen, die Cetuximab oder EMD 72000 als Antikorper enthalten. 

Der anti-EGFR-AntikOrper kann in der erfindungsgemaUen Formulierung in 
einer Konzentration von 0,1 mg/ml bis 50 mg/ml enthalten sein, bevorzugt 



sind 2 mg/ml bis 10 mg/ml, besonders bevorzugt cirka 5 mg/ml anti-EGFR- 
AntikSrper enthalten. 

Als Puffer konnen grunds§tzlich alle physiologisch vertraglichen 
Substanzen eingesetzt werden, die zur Einstellung des gewQnscliten pH- 
Wertes geeignet sind, wie z. B. Cilrat-Salze, Acetat-Saize, Histidin-Saize 
Succlnat-Saize, Malat-Saize, Pliosphat-Saize oder Lactat-Saize und/oder 
deren jeweilige freien Sduren bzw. Basen sowie MIscliungen aus den 
verschiedenen Salzen und/oder deren Sauren bzw. Basen. Bevorzugt 
besteht der Puffer aus einem oder mehreren Citrat-Salz/en, Acetat-Salz/en. 
Histidin-Salz/en, Succinat-Salz/en, l\/lalat-Salz/en, Phosphat-Salz/en oder 
Lactat-Salz/en und/oder deren jeweilige/n freie/n Saure/n bzw. Base/n oder 
eine Mischung aus einem oder mehreren der verschiedenen Saize 
und/oder deren Saure/n bzw. Base/n. Der Ausdruck IVIischung umfasst 
hierbei sowohl Mischungen von verschiedenen Salzen derselben Saure wie 
Z.B. Misciiungen verschiedener Citratsalze als auch Mischungen von 
Salzen verschiedener S3uren wie z.B. Mischungen aus Citrat- und Acetat- 
Salzen. Bevorzugt besteht der Puffer aus einem oder mehreren Citrat- 
Salz/en und/oder dessen freie Saure (z.B. Citronensaure, Citronensdure- 
Monohydrat, tri-Natriumcltrat-Dihydrat, tri-Kaliumcitrat-Monohydrat) , 
Acetat-Salz/en und/oder dessen freie Saure (z.B. Essigsaure, 
Natriumacetat, Natriumacetat-Trihydrat) oder aus L-Histidin und/oder 
einem Saureadditionssalz hiervon wie z.B. L-Histidlnmonohydrochlorid- 
Monohydrat. ZweckmaBigenweise enthSIt die erfindungsgemaSe 
Zubereitung den Puffer in einer Konzentration von 10 bis 100 mmol/l, 
bevorzugt sind 2 bis 20 mmol/l, besonders bevorzugt sind ca. 10 mmol/l 
enthalten. 

Der pH-Wert der Zubereitung liegt Im Bereich von 5,0 bis 6,0, bevorzugt ist 
ein pH-Wert von 5,2 bis 5,8, besonders bevorzugt ein pH-Wert von cirka 
5.5. 
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Die erfindungsgemal^e Zubereitung ist physiologisch gut vertraglich, ieicht 
herstellbar, exakt dosierbar und Qber die Dauer der Lagerung, bei 
mehrfachen Einfrier- und Auftauvorg§ngen und nnechanischer 
StreBbeanspmchung hinsichtlich Gehalt, Zersetzungsprodukten und 
Aggregaten stabil. Sie kann bei KUhlschranictemperatur (2-8°C) Qbereinen 
Zeitraum von mindestens 3 Monate bis zu einem Zeitraum von 4 Jahren 
stabil geiagert warden. Oben^schendenAAeise ist die erfindungsgemS&e 
Zubereitung aucli bei hdheren Temperaturen und Luftfeuchtigkeiten, 
belspielsweise bei einerJemperatur von 25°C und 60% relativer 
Luftfeuchtigkeit Qber einen Zeitraum bis 2 Jahre, beziehungswelse bei 
einer Temperatur von 40°C und 75% relativer Luftfeuchtigkeit Qber eInen 
Zeitraum von 3 IVIonaten stabil lagerbar. 

Als Aminosaure kann die Zubereitung basische Aminosauren, wie z.B. 
Arginin, Histidin, Omithin, Lysin, oder neutrale Aminosauren, wie z.B. 
Glycin, Methionin Isoleucin, Leucin und Aianin, bzw. aromatische 
AminosSuren, wie z.B. Phenylalanin, Tyrosin oder Tryptophan, enthalten. 
Basische AminosSuren werden vorzugsweise in Form ihrer anorganlschen 
Saize eingesetzt (vorteilhaft in Fomi der Salzsduresalze, d.h. als 
Aminosdurehydrochlorlde). Als AmInosSure bevorzugt eingesetzt wird 
Jewells deren L-Fomn. Besonders bevorzugt enthdK die erfindungsgemSBe 
Zubereitung als Aminosaure L-Arginin, Glycin oder L-Methionin. 

Die Zubereitung enthalt die Aminosaure in einer Konzentration von 2 bis 
200 mmol/l, bevorzugt 50 bis 150 mmol/l. Besonderes bevorzugt sind ca. 
1 00 mmol/l Aminosaure enthalten. 

Als Tenside einsetzbar sind alle in pharmazeutischen Zubereitungen 
QblichenA/eise verwendeten Tensldei voizugsweise Polyethylen-Sorbitan- 
Fettsaureester und Polyoxyethylen-Polyoxypropylen-Copolymere. 
Polyethylen-Sorbitan-Fettsaureester sind auch unter dem Warenzeichen 
Tween bekannt. Geeignete Polyethylen-Sorbltan-Fettsaureester sind 



103174 LG.doc 



-8- 

insbesondere Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonolaurat, Polyoxyethylen(20)- 
sorbitanmonopalmitat und Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonostearat. 
Bevorzugt sind Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonolaurat und 
Polyoxyethylen(20)-sorbltanmonooleat, hiervon besonders bevorzugt ist 
Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonooleat. Polyoxyethylen-Polyoxypropylen- 
Copolymere sInd auch unter dem Warenzeichen Poloxamer bekannt. 
Als Polyoxyethylen-Polyoxypropylen-Copolymer besonders bevorzugt Ist 
Poloxamer 407 (CAS 9003-11-6). 

Die Tenslde kSnnen In der Formulierung in einer Konzentration von 0,001 
% bis 1 ,0 Gew.-% enthalten sein. Sind Polyoxyethylensorbitan- 
Fettsaureester als Tenside enthalten, sInd diese bevorzugt In einer Menge 
von 0,005 bis 0,1 Gew.-% enthalten, besonders bevorzugt ist eine Menge 
von ca. 0,01 Gew.-%. Sind Polyoxyethylen-Polyoxypropylen-Copolymere 
enthalten, sind diese bevorzugt in einer Menge von 0,01 bis 0,5 Gew.-% 
enthalten, besonders bevorzugt sind ca. 0,1 Gew.-%. 

Urn die Vertraglichkelt bei parenteraler Verabreichung zu erhahen, liegt die 
Osmoialitdt vorzugsweise im isotonlschen Bereich. d. h. bei einer 
Osmolalit3t von ca. 250 bis 350 mOsmol/kg. Die Zubereitung kann dann 
weitgehend schmerzfrei intravends, intraarteriell und auch subkutan direkt 
verabreicht werden. 

Nach einer vorteilhaften AusfQhrungsfonn enthalt die erfindungsgemaBe 
Zubereitung daher zusatzlich ein Isotonisierungsmittel, bevorzugt ein 
physiologisch vertragliches Salz, wie beispielsweise Natriumchlorid oder 
Kaliumchlorid, oder ein physiologisch vertragliches Poiyol, wie 
beispielsweise Glucose oder Glycerin, in einer zur jsotonisierung 
erforderlichen Konzentration. Gegenstand der Erfindung ist daher weiterhin 
eIne wSssrige Zubereitung enthaltend einen anti-EGFR-AntikSrper, einen 
Puffer, eine AmlnosSure, ein Tensid sowie ein Isotonisierungsmittel in einer 



103174 LG.doc 



-9- 

zur Isotonisierung erforderlichen Konzentration. Besonders bevorzugt 1st 
Natriumchlorid als Isotonlsierungsmittel enthalten. 

Daruber hinaus konnen die erfindungsgemal^en Losungen weitere 
physiologisch vertragliche Hilfsstoffe, wie z.B. Antloxidantien wie 
Ascorbinsaure oder Glutathion, Konservierungsmittel wie Phenol, m- 
Cresol, Methyl- oder Propylparaben, Chlorbutanol, Thiomersal oder 
Benzalkoniumchlorid, Polyethylenglykole (PEG) wie PEG 400, PEG 3000, 
3350, 4000 Oder 6000, Disaccharide wie Trehalose oder Saccharose, oder 
Cyclodextrine wie Hydroxypropyl-p-cyclodextrin, Sulfobutylethyl-p- 
cyclodextrin, a-Cyclodextrin oder y-CyclodextrIn, enthalten. 

Nach einer besonders vorteilhaften AusfQhrungsform der Erfindung enthalt 
die wassrige Zubereitung ca. 5 mg/ml Cetuximab oder EMD 72000, ca. 10 
mmbl/l Citrat- oder Histidinpuffer mit einem pH-Wert von ca. 5,5, ca. 100 
mmol/l Glycin, Arginin oder L-Methlonin, ca. 100 mmol/l Natriumchlorfd 
sowie ca. 0,01 % Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonooleat. 

Die wassrige Zubereitung kann hergestellt werden, indem man einer den 
antl-EGFR-Antikarper enthaltenden LOsung die genannten Hilfsstoffe 
zugefugt werden. ZweckmSftigenA/eise wird hierzu einer Losung mit einer 
definierten Konzentration an anti-EGFR-Antlkorper, wie sle bei dessen 
Herstellung gewonnen wird, mit definierten Volumina an Stammlosungen, 
die die genannten weiteren Hilfsstoffe in definierter Konzentration 
enthalten, versetzt und gegebenenfalls mit Wasser oder Pufferlosung auf 
die vorberechnete Konzentration verdQnnt. Altemativ konnen die Hilfsstoffe 
der den antl-EGFR-Antlkorper enthaltenden Ausgangsidsung auch als 
Feststoffe zugesetzt werden. Llegt der anti-EGFR-AntikOrper als Feststoff, 
beispielsweise als Lyophilisat, vor, kann die erfindungsgemaUe 
Zubereitung hergestellt werden, indem jewellige Antikorper zunSchst in 
Wasser oder einer einen oder mehrere der weiteren Hilfsstoffe 
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enthaltenden wassrigen LSsung gel6st und anschlieBend mit den jewells 
erforderlichen Mengen an die weiteren Hilfsstoffe enthaltenden 
Stammlosungen, mit den weiteren Hilfsstoffen in fester Fomn und/oder 
Wasserversetztwerden. ZweckmaBigenweise kann der anti-EGFR- 
AntikSrper auch direkt In einer alle weiteren Hilfsstoffe enthaltenden 
Losung gel6st werden. 

Vorteilhaft kann einer oder mehrere der in der erfindungsgemSBen 
Zubereitung enthaltenen Hilfsstoffe bereits wahrend oder zum Schluss des 
Herstellungsverfahrens des jewelligen EGFR-AntikOrpers zugegeben 
werden. Bevorzugt kann dies dadurch erfolgen, indem dem anti-EGFR- 
Antlkorper im letzten Schrltt der nach seiner Herstellung erfolgenden 
Aufreinigung direkt in einer einen, mehrere oder alle weiteren Hilfsstoffe 
enthaltenden wassrigen LOsung gel6st wird. Dann mOssen zur Herstellung 
der Zubereitung die jeweiligen weiteren Inhaltsstoff/e nur noch in jewells 
geringerer Menge und/oder gar nicht zugesetzt werden. Besonders 
bevorzugt 1st, wenn der jewelllge Inhaftsstoff im letzten Schritt der nach 
seiner Herstellung erfolgenden Aufreinigung direkt in einer alle weiteren 
Hilfsstoffe enthaltenden wassrigen LOsung gel(5st wIrd. 
Soweit die den jewelligen Antikdrper sowie die Hilfsstoffe enthaltende 
LSsung noch nlcht den gewQnschten pH-Werl aulwelst, wird dieser durch^ 
Zugabe einer Saure bzw. Base eingestellt, wobel vorzugswelse die bereits 
im Puffer-System enthaltene Saure bzw. Base Venwendung findet. 
Anschlieaend wird sterilfiltriert. 

Die erflndungsgemaBe wassrlge Zubereitung kann vorteilhaft zur 
Behandlung von Tumorerkrankungen eingesetzt werden. 

Die Belsplele, ohne darauf beschrankt zu sein, erlSutem die Erfindung. 
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Beispiei 1 (Vergleichsbeispiel 1) 

W3ssrige Losung enthaltend: 
2 mg/ml Cetuximab 

10 mmol/l Natrlumphosphatpuffer pH 7,2 
145 mmol/l Natriumchlorid 

Die Herstellung erfolgt durch MIschung definlerter Volumina von die 
jeweiligen Hilfestoffe in definlerter Konzentration enthaltenden wassrigen 
LOsungen. Folgende Ldsungen werden verwendet: 

LSsung A (WirkstofflSsung) enthaltend: 

18 mg/ml Cetuximab 

10 mmol/l Natrlumphosphatpuffer pH 7,2 

(bestehend aus 2,07 g/l Dinatriumhydrogenphosphat-7-hydrat und 0,31 g/l 

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat) 

145 mmol/l Natriumchlorid 

(Die LGsung wird erhalten, indem der Wirlcstoff Im letzten Schritt der nach 
dessen Herstellung erfolgenden Wirkstoffaufrelnigung gegen LOsung B mit 
Hilfe der TangentialfluHfiltration umgepuffert wird.) 

Losung B (Puffer/Salz-L6sung) 

entspricht Losung A, enthSIt jedoch keinen Wirkstoff 

Zur Herstellung der Vergleichsl6sung 1 werden 1.11 Volumenteile LOsung 
A und 8,89 Volumenteile LOsung B miteinander vereinigt. 

Die zubereitete LOsung wird vor der AbfQIlung mit einem Sterilfilter filtriert 
und in Injektionsgiaser abgefQIIt. AnschlieBend werden die Injektionsgiaser 
mit Stopfen verschlossen und gebOrdelt. 
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Beispiel 2 (Vergleichsbeispiel 2) 

Wassrige Losung enthaltend: 
2 mg/ml Cetuximab 

10 mmol/I Natriumphosphatpuffer pH 7,2 
145 mmol/l Natriumchlorid 

0,01 Gew.-% Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonooleat 

Die Herstellung erfolgt durch Mischung definierter Volumina von die 
jeweiligen Inhaltsstoffe In definierter Konzentration enthaltenden wSssrigen 
Losungen. Neben Losung A wird folgende Losung verwendet. 

Losung C (Puffer/Salz-Losung enthaltend Polyoxyethy!en(20)sorbitan- 
monooleat) 

entspricht Losung B, enthalt jedoch zusatzlich 
0,0125 Gew.-% Polyoxyethylen(20)sorbltanmonooleat. 

Zur Herstellung der VergleichslOsung 2 werden 1,11 Volumenteile L6sung 
A mit 8,89 Volumenteile Ldsuhg C miteinander vereinlgt. 

Die zubereitete LOsung wIrd vor der AbfQilung mit einem Sterilfilter filtriert 
und in InjektionsgiSser abgefCilIt. Anschliellend werden die Injektionsglaser 
mit Stopfen verschlossen und gebSrdelt. 



Beispiel 3 (erfindungsgema&e Formulierung) 

5 mg/ml Cetuximab 

10 mmol/l Citratpuffer pH 5,5 
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100 mmol/l Giycin 

100 mmol/l Natriumchlorid 

0,01 Gew.-% Polyoxyethylen(20)sorbitanmonooleat 

Die Herstellung erfolgt durch Mischung deflnierter Volumina von die 
jeweiligen Inhaltsstoffe in definierter Konzentration enthaltenden wSssrigen 
LOsungen. 

Lesung D (WirkstofflOsung in einem Citrat-Puffer) 

16 mg/ml Cetuximab 

10 mmol/l Citratpuffer pH 5,5 

(besteliend aus 2,1014 g/l Citronensaure-Monoliydrat) 
(Die L6sung wird erhalten, Indem der Wirkstoff im letzten Schritt der nach 
dessen Herstellung erfolgenden Wirkstoffaufreinigung gegen LSsung E mit 
Hilfe der Tangentlalflufifiltration umgepuffert wird.) 

LSsung E (Puffer-LSsung): 

entspricht Lfisung D, enthait jedoch keinen Wirkstoff. 

L6sung F (Puffer/Salz-Lasung): 

entspricht LSsung E, enthalt jedoch 

145,5 mmol/l Giycin, 

145.5 mmol/l Natriumchlorid und 

0,015 Gew.-% Polyoxyethylen(20)sorbitanmonooleat. 

Zur Heretellung der erfindungsgemSBen Fomiulierung werden 3,125 
Volumentelle Ldsung D und 6,875 Volumenteile LSsung F miteinander 
vereinigt. 

Die zubereltete LSsung wird vor der AbfQIIung mit einem Sterilfilter filtriert 
und in InjektionsglSser abgefOllt. Anschlieftend werden die InjektionsgiSser 
mit Stopfen verschlossen und gebordelt. 
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Beispiel 4 

Analog dem Verfahren der vorbeschriebene Beispiele werden folgende 
L5sungen hergestellt: 

Beispiei 4.1, Ldsung enthaltend: 
5 mg/ml Cetuximab 
100 mmol/l Glycin 

0.01 Gew.-% Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonooleat 

1 0 mmol/l Citratpuffer pH 5,5 

(bestehend aus 2,9410 g/l trI-Natriumcltrat-Dlhydrat) 

Beispiei 4.2, LSsung enthaltend: 

5 mg/ml Cetuximab 

100 mmol/l Glycin 

100 mmol/l Natriumchlorid 

0,01 Gew.-% Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonooleat 
10 mmol/l Citratpuffer pH 5,5 

(bestehend aus 2,1014 g/l CitronensSure-Monohydrat) 

Beispiei 4.3, LOsung enthaltend: 

5 mg/ml EMD 72000 

100 mmol/l Glycin 

100 mmol/l Natriumchlorid 

0,01 Gew.-% Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonooleat 
10 mmol/l Citratpuffer pH 5,5 

(bestehend aus 2,1014 g/l Citronensaure-Monohydrat) 

Beispiei 4.4, Ldsung enthaltend: 
5 mg/ml Cetu)dmab 
100 mmoW L-Methionin 
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0,01 Gew.-% Polyoxyethylen(20)-sort)itanmonooleat 
10 mmol/l Citratpuffer pH 5,5 

(bestehend aus 2,1014 g/1 Citronens§ure-Monohydrat) 

Beispiel 4.5, Losung enthaltend: 
5 mg/ml Cetuximab 
100 mmol/l Glycin 

0,01 Gew.-% Polyoxyethylen(20)-sorbltanmonooleat 

10 mmol/l Acetatpuffer pH 5,5 

(bestehend aus 1 ,3608 g/l Natriumacetat-Trihydrat 

Beispiel 4.6, Losung enthaltend: 
5 mg/ml Cetuximab 
100 mmol/l Glycin 

0,01 Gew.-% Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonooleat 
10 mmol/l Histidinpuffer pH 5,5 

(bestehend aus 2,069 g/l L-Histldlnmonohydrochlorld-Monohydrat) 

Beispiel 4.7, LOsung enthaltend: 
5 mg/ml Cetuximab 
100 mmol/l Glycin 

0,01 Gew.-% Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonolaurat 
10 mmol/l Citratpuffer pH 5,5 

(bestehend aus 2,1014 g/l CitronensSure-Monohydrat 

Beispiel 4.8, LSsung enthaltend: 
5 mg/ml Cetuximab 
100 mmol/l Glycin 

0,1 Gew.-% Polyoxyethylen-Polyoxypropylen-Copolymer407 (Poloxamer 
407) 

10 mmol/l Citratpuffer pH 5,5 

(bestehend aus 2.1014 g/l Citronensaure-Monohydrat) 
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Beispiel 5 

Die Stabilitat der erfindungsgemaUen Formulierung wurde in einem 
Stresstest geprQft. Hierzu wurden Vials enthaltend die Losung gemSB 
Beispiel 3 sowie zu Vergleicliszwecl<en Vials enthaltend Losung gemSB 
Beispiel 1 und 2 bei 25°C urid 60% relativer Luftfeuchte und 40°C und 
75% relativer Luftfeuclite eingelagert. Zusatzlicli wurden Vials der Beispiele 
1. 2 und 3 fQnf Tage auf einer SchOttelapparatur mit einer SciiQttelfrequenz 
von 150 min^ bei Raumtemperatur geschQttelt, sowie dreimal in Folge bei - 
20'C eingefroren und anschlieBend bei +5''C wieder aufgetaut. Vor 
Einlagerung sowie nach definierten Lagerzeiten wurden die Vials visuell bei 
direkter Anstrahlung mit einer Kaltliclitquelle beurteilt und die Absorption 
der Losungen bei 350 nm bestimmt. die ein MaQ, fQr die TrQbung darstellt. 
Urn den Einfluss der Lagerung bzw. Behandlung zu verdeutlichen, wurde 
jeweils die relative TrObung bezogen auf den Ausgangswert berechnet. 
Weiterhin wurden die Vials iiinsichtlich des Gelialtes an Cetuximab, 
Aggregaten und Zersetzungsprodukten mittels HPLC-Gelfiltration 
untersucht. 
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Die Ergebnisse der Stabilltatsuntersuchungen sind In Tabelle 1 dargestellt. 



PrQ- 


Lagerung 


Cetuxi- 


Aggre- 


Zerset- 


TrQbung 


relative 


visuelle 


fungs- 


[Zeit/Be- 


mab 


gate 


zungs- 


bei X= 


TrQbung 


Beurtei- 


losung 


dingungenj 


[%] 


[%] 


produk- 
te r%i 


350 nm 


bei X= 
3S0 nm 

\JkJ\J I II I I 


lung 


Bei- 
spiel 1 


0 Wochen 


99,67 


0,12 


0,22 


0,005 


1,00 


kleine 

Partikel, 

geringe 

Anzahl, 

Klar 


Bei- 
spiel 1 


8 Wochen 
25X/60% 
r.F. 


98,99 


0.28 


0.73 


0.0081 


1,62 


groBe 

Partikel, 

gro&e 

Anzahl, 

Klar 


Bei- 
spiel 1 


8 Wochen 
40°C/75% 
r.F. 


95,08 


3.23 


1,69 


0,0235 


4,70 


groBe 

Partikel, 

groBe 

Anzahl, 

Klar 


Bei- 
spiel 1 


5 Tage 
SchOtteln 
bei 150 
Upm und 
RT 


99.60 


0,17 


0,24 


0,829 


165,80 


sehr 

groSe 

Partikel, 

sehr 

hohe 

Partikel- 

anzahl, 

TrQbung 


Bei- 
spiel 1 


3 Frier- 
Tau- 
Zyklen 
zwischen 
-20''C und 


99,68 


0,14 


0,18 


0,0089 


1,78 


groBe 

Partikel, 

hoher 

Partikel- 

gehalt, 

leichte 

TrQbung 








Bei- 
spiel 2 


0 Wochen 


99,62 


0,18 


0,21 


0,0048 


1.00 


keine 

Partikel, 

Klar 
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Bei- 
spiel 2 


8 wocnen 
25°C/60% 
r.F. 


QQ no 


n Oft 




n nn7i 


1 48 


rviwii iw 

Partikel, 
geringe 
Anzahl, 
Kiar 


Bei- 
spiel 2 


o 

40''C/75% 
r.F. 












kleine 

Partikel, 
geringe 
Anzahl, 
Kiar 


Bei- 
spiel 2 


5 Tage 
ocnuttein 
bei 150 
Upm und 
RT 


99,51 


0,26 


0,23 


0,0075 


1.56 


keine 

Partikel 

Kiar 


Bei- 
spiel 2 


3 Frier- 

Tau- 

Zyklen 

zwischen 

-20X und 

+5°C 


99,61 


0,21 


0,18 


0,0064 


1,48 


keine 

Partikel, 

kiar 






Bei- 
spiel 3 


0 Wochen 


99,72 


0,15 


0.14 


0,018 


1,00 


keine 

Partikel, 

Kiar 


Bei- 
spiel 3 


8 Wochen 
25''C/60% 
r.F. 


99.38 


0,18 


0,44 


0,020 


1,08 


kleine 

Partikel, 

geringe 

Anzahl, 

Kiar 


Bei- 
spiel 3 


8 Wochen 
40°C/75% 
r.F. 


98,15 


0,46 


1,40 


0.030 


1,63 


kleine 

Partikel, 

geringe 

Anzahl, 

Kiar 


Bei- 
spiel 3 


5 Tage 
SchQtteIn 
bei 150 
Upm und 
RT 


99,15 


0,70 


0.15 


0,019 


1,04 


keine 

Partikel, 

Kiar 
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Beispi 
el 3 


3 Frier- 

Tau- 

Zyklen 

zwischen 

-20"'C und 

+5''C 


99.75 


0.14 


0,12 


0.018 


1.00 


keine 

Partikel, 

klar 



Tabelie 1: Zusammenfassung der Stabilitatsdaten der erfindungsgemSBen 
Fonnulierung (Beispiel 3) und der beiden Vergleichslosungen (Beispiele 1 
und 2) 



Die Eigebnlsse zeigen deutiich, dass die erfindungsgemaBe Formulierung 
gegenOber den Vergleichslosungen des Standes der Technik eine deutiich 
erhdhte Stabilltat aufweist. 
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Patentanspriiche 

1 . Wassrige Zubereitung enthaltend einen anti-EGFR-Antikorper. einen 
Puffer, eine AminosSure sowie ein Tensid 

2. Zubereitung gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass der 
AntlkSrper Cetuximab oder EMD 72000 bzw. eines der diesen 
entsprechenden murinen. humanisierten oder chimSren Antikorperanaloga 

ist 

3. Zubereitung gemSR Anspruch 2,dadurch gekennzeichnet, dass der 
Antikerper Cetuximab oder EMD 72000 ist 

4. Zubereitung gemaU einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 3. dadurch 
gekennzeichnet, dass der Puffer aus einem oder mehreren Citrat-Salz/en, 
Acetat-Salz/en, Histidin-Salz/en, Succinat-Salz/en, Malat-Salz/en, 
Phosphat-Salz/en oder Lactat-Saiz/en und/oder deren jeweilige/n freie/n 
Saure/n bzw. Base/n oder aus einer i\/lischung aus einem oder mehreren 
derverechledenen Saize und/oder deren SSure/n bzw. Base/n besteht 

5. Zubereitung gemSli Anspmch 4, dadurch gekennzeichnet. dass der Puffer 
aus einem oder mehreren Citrat-Salz/en und/oder dessen freie Saure, 
Acetat-Salz/en und/oder dessen freie Saure oder aus L-Hlstidin und/oder 
einem Saureadditionssalz hiervon besteht 

6. Zubereitung gemaB einem oder mehreren der AnsprUche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet. dass die Aminosaure L-Arginin. Giycin oder L-iVlethionin 
ist 

7. Zubereitung gemaS einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet. dass das Tensid ein Polyethylen-Sorbitan-Fettsaureester 
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Oder ein Polyoxyethylen-Polyoxypropylen-Copolymer ist 

8. Zubereitung gemaU Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Tensid Polyoxyethylensorbitan-Fettsaureester 
Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonooleat oder Polyoxyethylen(20)- 
sorbitanmonolaurat ist 

9. Zubereitung gemaB Ansprucli 7, dadurcli gel^ennzelchnet, dass das Tensid 
Poloxamer 407 ist 

to. Zubereitung gemSR einem oder mehreren der Ansprilciie 1 bis 9, dadurcli 
gelcennzeiclinet, dass weiterliin ein Isotonisierungsmittel in einer zur 
Isotonisierung erforderliclien Konzentratlon entlialten ist 

1 1 . Zubereitung gemaii Ansprucli 1 0, dadurcli gel<ennzeiclinet, dass das 
isotonisierungsmittel Natriumchlorid ist 

12. Zubereitung gemSR einem oder mehreren der AnsprUclie 1 bis 1 1 , dadurch 
gel^ennzeichnet, dass die diese einen pH-Wert von 5 - 7, vorzugsweise von 
pH 5,2 bis pH 6,0 aufweist 

13. Zubereitung nach Anspruch 12, dadurch gel^ennzeichnet, dass diese einen 
pH-Wert von cirka 5,5 aufweist 

14. Zubereitung nach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 13, dadurch 
gekennzeichnet, dass diese ca. 5 mg/ml Cetuximab oder EMD 72000, ca. 
10 mmol/l Citrat- oder Histldinpuffer, ca. 100 mmol/I Glycin, L-Arginin oder 
L-l\/lethionin, ca. 100 mmol/l Natriumchlorid sowie ca. 0,01 % 
Polyoxyethyien(20)-sorbitanmonooleat enthalt und einen pH-Wert von ca. 
6,5 aufweist 
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1 5. Verfahren zur Herstellung pharmazeutischen Zubereitung gem§R einem 
odermehreren der AnsprQche 1 bis 14. dadurch gekennzeichnet, dass 
man eine wassrige Zubereitung entfialtend den anti-EGFR-AntiiceSrper einer 
die genannten Hilfsstoffe zufQgt 

5 

16. Verwendung der Zubereitung gemaii einem oder mehreren der AnsprQche 
1 bis 14 zur Behandiung von Tumorerkrankungen 
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Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft eine wSssrige pharmazeutische Zubereitung 
enthaltend einen AntikSrper gegen den Rezeptor des endothelialen 
Wachstumsfaktors (EGF-Rezeptor). Die Zubereitung weist eine erhohte 
Lagerstabllitat auch be! erhShten Temperaturen auf und l<ann zur 
Behandlung von Tumoren verwendet werden. 



